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研究成果の概要（和文）：近年、加齢とPD-1抗体治療効果の低下との相関が示唆されてきているが、加齢に伴う
PD-1抗体治療耐性の機構はほとんど明らかになっていない。申請者らは、高齢マウスにおいて見られるPD-1経路
阻害治療効果の低下と新たなCD8陽性細胞群（P4）の誘導阻害が相関していることを見出していた。本研究によ
り、P4細胞誘導阻害には抗原依存的なナイーブ細胞からの分化抑制が関与し、1炭素代謝経路の異常を引き起こ
すことで加齢に伴うPD-1抗体治療耐性に関与することが明らかになった。さらに、これらの現象には抑制性フォ
スファターゼがTCR経路を抑えることでPD-1阻害治療の効果を阻害していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent reports showed that the efficacy of PD-1 blockade cancer therapy is 
impaired in aged-animal models, with similar attenuation to that observed in some clinical reports. 
However, the mechanism underlying this age-related decrease in the efficacy of PD-1 blockade remains
 largely unknown.
 Previously, we found that suppression of a subset of CD8+ T-cells (CD44lowCD62Llow subset P4) 
correlates with resistance to PD-1 blockade anti-tumor therapy in aged mice. In this study, our data
 showed that reduced emergence of P4 cells was caused by the depression of P4 cell differentiation 
from naive cells, and thereby inhibited one-carbon metabolism in CD8+ T cells from aged mice. 
Moreover, our results suggest that elevated expression of the suppressive phosphatase is responsible
 for the lack of P4 cells through the inhibition of TCR pathway, which is linked to reduce the 
efficacy of PD-1 blockade therapy.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： 免疫老化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫系の老化は、がんの発症や進展のみならず、感染症や関節リウマチ、動脈硬化などの加齢関連疾患の発症や
病態形成に重要な役割を果たすことが明らかになってきている。そのため、本研究成果から得られる免疫老化と
その改善に関する知見は、新しいがん免疫治療法の開発につながるだけではなく、様々な加齢関連疾患に対する
新たな診断マーカーや治療基盤の創出につながると考えられるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景  
近年、がんの予防や治療の鍵として遺伝子変異よりも加齢による免疫系の低下が寄与している
可能性が示唆されて来ており、その重要性が見直されている（Palmer et al., 2018, PNAS）。加
齢に伴い様々な免疫細胞が量的や機能的に変化することが知られており、最も加齢により変化
する細胞として T 細胞が挙げられる。T 細胞の中でも CD8 陽性 T 細胞は PD-1 経路を抑制する抗
体治療に不可欠な細胞であり、CD8 陽性 T細胞を活性化させることでがん細胞を駆逐することが
明らかになっている（Chamoto et al., 2016, PNAS）。近年、加齢と PD-1 抗体治療耐性との関係
が解析されはじめ、加齢と奏功率の低下との相関が示唆されてきている（Brahmer et al., 2015, 
N Engl J Med; Borghaei et al., 2015, N Engl J Med; Padron et al., 2018, Exp Gero）。し
かしながら、PD-1 抗体治療の中核となる CD8 陽性 T 細胞や関連因子の加齢による変化や改善さ
せる方法はほとんど明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者らは、担がんマウスモデルによって腫瘍形成に対する PD-1 経路阻害の効果
が老化により強く抑制されることを確認していた。さらに、加齢マウスの所属リンパ節において
有為に減少する新たな CD8 陽性細胞群（P４）を見出していた。この P4 細胞は、若いマウスのリ
ンパ節内で抗原刺激により誘導されていたことから、P4 細胞は抗原刺激により誘導される細胞
群であり、その誘導抑制が加齢に伴う PD-1 阻害治療耐性につながる可能性が示唆されていた。
しかしながら、P4 細胞の機能や役割は全く不明であった。そこで本研究では、CD8 陽性サブポピ
ュレーションの減少を介した加齢による PD-1 抗体治療耐性の制御機構を解明し、改善法の確立
を目指すことを目的とした。 
 
２．研究の方法 
・in vivo での CD8 陽性細胞の活性化：卵白アルブミン(OVA)特異的な T細胞受容体(TCR)を発現
しているCD8陽性T細胞を保持する若齢と高齢の OT-1マウスに OVAを発現するMC38（MC38-OVA）
細胞を静脈注射により移植した。移植から５日後に P4 細胞を含む CD8 陽性細胞の各サブセット
の割合を CD44 と CD62Lの発現を指標に BD FACSCanto を用いたフローサイトメーター解析によ
り検討した。 
 
・in vitro での CD8 陽性細胞の活性化：（ビーズを用いた活性化に伴う CD8 陽性サブセット変動
の検討）リンパ節から CD8 陽性 P4、ナイーブとメモリーT細胞をセルソーター（BD FACSAria）
を用いて単離し、U プレートに播種した後、抗 CD3と抗 CD28 抗体が結合した T 細胞刺激用ビー
ズ（Dynabeads Mouse T-Activator CD3/CD28）を加えることで CD8 陽性細胞の活性化を誘導し
た。活性化誘導から２日と３日後の CD8 陽性サブセットの変動を CD44 と CD62Lの発現を指標に
したフローサイトメーター解析により検討した。 
（OVA を用いた活性化による TCR経路解析）はじめに、若齢と高齢の OT-1 マウス由来の CD8 陽
性 T細胞(OT-I細胞)をリンパ節から CD8a+ T cell Isolation Kit, mouse (Miltenyi Biotec)を
用いて単離した。単離した OT-I 細胞はマイトマイシン C 処理を行った MC38-OVA 細胞と２３時
間の共培養を行った。その後、0.05 µM の抑制性フォスファターゼの阻害剤を加えて１時間培養
し、老化と阻害剤の影響を BD LSRFortesssa と抗リン酸化 ZAP70（pZAP70）抗体（Invitrogen, 
clone n3kobu5）を用いた pZAP70発現解析を行った。 
 
・担がんマウスモデル：（P4 細胞の抗腫瘍能の検討）腫瘍を形成させるために、MC38-OVA 細胞を
CD8 KO マウスの皮内に移植した。移植から５日後に、OT-1 マウスの脾臓から単離した P4 細胞
を担がん CD8 KOマウスへ静脈内注射により移植した。ポジティブコントロールとして単離した
エフェクター細胞を同様に担がん CD8 KOマウスに移植し、腫瘍体積を計測し抗腫瘍能の比較検
討を行った。その間に血液を採取し、移植した CD8 陽性細胞のサブセットの変化をフローサイト
メーター（BD FACSCanto）を用いて解析した。 
（抑制性フォスファターゼ阻害剤による抗腫瘍能改善の検討）若齢と高齢の PD-1 KO マウス又
は CD8 KOマウスに抑制性フォスファターゼ阻害剤の腹腔内注射（3 mg/kg）を行った。注射から
３日後に MC38 細胞の皮内注射による移植を行い、継時的な腫瘍体積の測定を行った。 
 
・網羅的遺伝子発現解析：P4 細胞の機能を解析するために PD-1KOマウスのリンパ節や脾臓から
単離した P4 又はナイーブ、エフェクター、メモリー細胞を CD44 と CD62L の発現を指標に BD 
FACSAria を用いて単離した。さらに、老化ナイーブ細胞における抑制とアジュバント療法によ
る回復機構を検討するために、アジュバント注射有り又は無しの若齢と加齢 PD-1 KO マウスの
脾臓からナイーブCD8陽性細胞を単離した。単離した細胞からNcleoSpin RNA（Macherey-Nagel）
を用いて RNA の抽出と精製を行った。次に精製した RNA と Mouse 8 x 60K v2 Microarray チッ



 

 

プ（Agilent Technologies）を用いてマイクロアレイ解析を行った。得られたデータを用いて
Gene ontology（GO）enrichment解析を行い特異的に活性化している因子や経路の同定を行った。 
 
・エネルギー産生変動解析：野生型と PD-1 KOの若齢と加齢の MC38 担がんマウスの脾臓から CD8
陽性細胞を単離し、酸素消費速度（OCR）の測定を Seahorse XFe96 Extracellular Flux assay 
kit と Seahorse XF Cell Mito Stress test kit （Agilent Technologies）を用いて XFe96 
Extracellular Flux analyzer（Agilent Technologies）により測定した。出てきたデータをも
とに基礎呼吸、ATP産生および最大呼吸量を算出し、老化のエネルギー産生への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
これまでに本申請者らの研究により免疫老化への関与が示唆されている P4 細胞の特性や機能
を解析するために、P4 細胞の由来の検討を行った。P4 細胞は活性化に伴い増加することから、
in vivo における CD8 陽性細胞の活性化を、若齢と高齢 OT-1 マウスに MC38-OVA 細胞を移植する
ことで誘導した。移植から５日後、P4 細胞の割合は若齢マウスにおいて増加し、加齢マウスに
おいては有意な変動は見られなかった。次に、単離した P4 細胞を抗 CD3 と抗 CD28 抗体結合ビ
ーズを用いて in vitro で活性化させると、エフェクター細胞へと変化した。これらの結果から、
P4 細胞は TCR 刺激により誘導され、エフェクターへと分化する細胞であり、この経路は加齢に
より抑制されていることが示唆された。そのため、エフェクター細胞へと分化可能なナイーブ細
胞とメモリー細胞を単離し、in 
vitroでの活性化を誘導した。その
結果、ナイーブ細胞からは P4 細胞
が誘導されたが、メモリー細胞か
らは誘導されなかった。これらの
結果から、P4 細胞は TCRを介した
活性化によりナイーブ細胞から誘
導され、エフェクター細胞へと分
化する細胞であることが示され
た。  
次に、P4 細胞の腫瘍形成におけ
る役割を検討するために、OT-1 マ
ウス由来の P4 細胞を担がん
（MC38-OVA）CD8 KOマウスへ導入
し、腫瘍増殖への影響を検討した。
その結果、ポジティブコントロー
ルであるエフェクター細胞を導入
した場合と同様に、P4 細胞移植に
より腫瘍増殖は強く抑えられた
（図１左）。さらに、移植した P4 細胞がエフェクター細胞に変化していることを末梢血液を用い
た解析により明らかにした（図１右）。これらの結果は、P4 細胞はエフェクター細胞へと変化す
ることにより抗腫瘍効果を発揮することを示している。 
 P4 細胞の特徴を明らかにするために、網羅的な遺伝子発現比較解析を行った。比較検討する
ために、P4 細胞やその他の CD8 陽性サブセット細胞から RNA を単離し、マイクロアレイ解析に
用いた。遺伝子発現データーの中から P4 細胞で最も発現が高い遺伝子を選択し GO 解析を行っ

た結果、P4 細胞で亢進している生物
学的プロセスの中に多くの一炭素代
謝に関与するプロセスが含まれてい
た（図２上、赤字）。さらに,一炭素
代謝に関わる遺伝子の発現の比較を
行うと、他のサブセット細胞よりも
P4 細胞においてそれらの発現が高
いことが明らかになった（図２下）。
一炭素代謝は核酸合成やメチル化修
飾に関与していることから、老化に
伴う P4 細胞の誘導不全により核酸
合成やメチル化修飾が抑制されてい
るためにがん抗原に反応出来ず、免
疫治療耐性に陥る可能性が示唆され
た。  
これまでに、PD-1 阻害治療により
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図１. P4細胞導⼊による抗腫瘍効果（左図）
とCD8陽性サブセットの変化（右図）
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ミトコンドリア代謝が亢進することが報告されており、ミトコンド
リア代謝亢進と T 細胞の活性化がリンクしていることが明らかに
なってきている。T細胞老化のミトコンドリア代謝への影響を解析
するために、若齢と高齢のマウス由来の CD8 陽性細胞における酸素
消費速度の測定を行った。 その結果、基礎呼吸、ATP産生および最
大呼吸量が加齢により低下していることが明らかになった。1炭素
代謝はミトコンドリアの生合成にも関与することが報告されてい
ることから、老化 CD8 陽性細胞におけるミトコンドリア代謝の低下
は、一炭素代謝関連因子の発現が高いサブセットである P4 細胞の
誘導低下と一致している。 
これまでに、あるアジュバント法により高齢マウスにおいて P4 細
胞が誘導され、PD-1 阻害治療による抗腫瘍効果を回復させること
を明らかにしている。そこで、この作用機序を解明するために、ア
ジュバント注射を行った若齢と高齢マウスの脾臓から単離したナ
イーブ細胞を用いて、網羅的な遺伝子発現比較を行った。その結果、抑制性のフォスファターゼ
の発現が高齢マウスのナイーブ細胞で亢進し、アジュバント注射により抑制されることが明ら
かになった。この加齢による抑制性フォスファターゼの発現亢進は、フローサイトメーターによ
る解析でも確認された（図３）。さらにこのアジュバント処理は、高齢マウスにおける P4 細胞の
誘導増加に加えて（図４）、一炭素代謝も回復させることが関連因子の発現解析により明らかに
なった。また、高齢担がんマウスにおける腫瘍浸潤リンパ球の数や抗原特異的な CD8 陽性細胞の
数がこのアジュバント処理により増加することがフローサイトメーター解析により明らかにな
った。  

網羅的な遺伝子発現比較により同定された加齢に伴い発現増加す
る抑制性フォスファターゼの PD-1 阻害治療耐性への関与を検討す
るために、その阻害剤を高齢 PD-1 KOマウスに投与した。投与から
3日後にMC38細胞を移植し、腫瘍形成の比較を行なった。その結果、
阻害剤を投与した高齢マウスにおける腫瘍形成は、コントロール高
齢マウスに比べて非常に強く抑制された。この阻害剤による抑制効
果は、担がん CD8 KO マウスでは見られなかったことから、抑制性
フォスファターゼはCD8陽性 T細胞の機能抑制を介して加齢に伴う
PD-1 阻害治療耐性に関与していることが示唆された。 そこで、高
齢マウスにおけるCD8陽性 T細胞の機能がこの阻害剤により改善す
るのかどうかを検討するために、OT-I細胞を用いた解析を行なった。
高齢マウス由来の OT-I細胞は MC38-OVA 細胞との共培養による TCR
下流因子の活性化(ZAP70 のリン酸化)は見られなかったが、阻害剤

を添加することにより ZAP70 のリン酸化が OVA依存的に強く亢進された。さらに、抑制性フォス
ファターゼの発現が高い T細胞と低い T細胞を単離し、遺伝子発現解析を行なった結果、発現の
高い T 細胞では低い細胞よりも TCR 経路に関係する因子の発現かが低く、抑制性フォスファタ
ーゼにより TCRシグナル伝達が抑制されていることが示唆された。 
本研究で得られた結果から、加齢に伴う PD-1 阻害治療耐性には抗原依存的なナイーブ細胞か
ら P4 細胞への分化誘導阻害や 1炭素代謝経路の抑制が関与する可能性が示された。さらに、こ
の抗原反応阻害には抑制性フォスファターゼの発現亢進が関与し、TCR経路を抑えることで PD-
1 阻害治療の効果が出にくい状態にしていることが示唆された。そのため、臨床において抑制性
フォスファターゼの阻害が PD-1 阻害などのがん免疫治療の効果を高める可能性が示された。 
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